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【要旨】偽関節や遷延治癒骨折等，難治性骨折の治療にパルス電磁場刺激は有効であり，広く臨床応用され
ているが，その作用機序は未だに不明な点が多い．当教室では骨芽細胞様細胞株（MC3T3－El）に対して電
磁場刺激を与え，細胞の増殖能，分化能，TGF一β産生能，細胞内遊離カルシウムイオンの変化等細胞に及ぼ
す影響に関し，検討を行ってきた．本研究においては，更に細胞外基質に及ぼす影響に着目し，電磁場刺激
の骨形成促進機序を考察した．
　電磁場刺激を与える事により，骨芽細胞のタイプ1コラーゲン産生能の促進，オステオカルシン産生能の抑
制，細胞外への基質小胞分泌の増加が観察された．この事はタイプ1コラーゲン線維に沿った骨塩沈着の促
進，石灰化開始の刺激につながり，TGF一βを介しての細胞増殖能の充進とあいまって，電磁場刺激の骨形成
促進の一要因と考えられた．
はじめに
　電気刺激が骨に及ぼす影響に関する研究は1953
年に保田1）が，骨に歪みを加えると凹側が陰極に，凸
側が陽極となる電気分極が起こる骨の圧電現象を報
告したのが最初である．保田は，その臨床応用の可
能性を示唆したが長い間実用化されなかった．1971
年にFriedenbergら2）が臨床応用として，微弱直流
刺激を偽関節部に与える事により骨癒合を得たと報
告している．その後，Brightonら3）は微弱直流刺激
により偽関節症例の約84％に骨癒合を得たとし，電
気刺激の偽関節治療への有効性を説いた．以後，骨
の微弱電気刺激は，偽関節や遷延治癒骨折等の難治
性骨折の治療に広く臨床応用されるようになっ
た4）～7）．その様な臨床面での有効性が認識されてき
て，一方では電気刺激による電気的仮骨形成のメカ
ニズムに関する研究も諸家によって行われている
が，電気刺激が骨形成に与える影響については未だ
不明な点が多く残されている．当教室における研究
で，正岡8）は骨芽細胞様細胞株（MC3T3－E1）に対し
てパルス電磁場刺激をさまざまな条件で与え，至適
刺激条件においては骨芽細胞の増殖能，分化能を促
進するとし，正田9）は，その背景にはTGF一βが深く
関与して，細胞内遊離カルシウムイオン濃度を増加
させ，その結果DNA合成能を促進する事を報告し
てきた．著者は，さらに電磁場刺激が骨芽細胞の細
胞外基質蛋白に及ぼす影響に着目し，タイプ1コラ
ーゲン，オステオカルシンの産生能ならびに，基質
小胞の分泌に与える影響に関し検討した．
研究材料および方法
　1）培養細胞および培地
　実験に使用した細胞は骨芽細胞様細胞株
（MC3T3－E1）で，醗酵研究所より供与を受けた．同
細胞は，Kodamaら10）がC57BL／6マウス新生頭蓋
冠から分離・樹立したクローン細胞で，培養下でも
生体内と類似した石灰化を起こす能力を有している
事が知られている11）．培養培地は，10％FBS（Sigma
社）添加α一MEM（Gibco社）で，培養条件は，37℃，
5％CO2の環境下とした．また，0．05％Trypsin，
0．53mM　EDTA（Gibco社）にて細胞を分散，継代
培養した．後述する実験の測定前24時間は無血清培
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図1免疫染色方法（Type　I　collagen，　Osteocalcin）
地とし，0．3％BSA添加α一MEMで培養した．
　2）　変動電磁場刺激装置
　電磁場刺激装置は理化学研究所製作のパルス電磁
場発生装置を用い，コイルは直径22cm，幅7cmの
60turnソレイドコイルを使用した．この装置は磁場
強度を02Gaussから3．OGauss，周波数を2Hzか
ら200Hz，パルス幅を6μsecから100μsecの間で
変化させることができ，今回の実験では，前述した
当教室正岡8）の研究によるDNA合成能を促進する
至適刺激条件（1．OGauss，10Hz，25μsec）にて電
磁場刺激を行った．
　3）　形態学的観察
　①免疫染色標本による観察
　直径3，5cmのプラスチックシャーレに1cm2あ
たり1．8×104の密度にて細胞を播種し，36時間培
養後confluentに達した時点より電磁場刺激を開始
し，1週ごとに5週目まで非刺激群と刺激群に対し
て，Type　I　collagen，　Osteocalcinの免疫染色を行
った．染色法は，70％エタノールにて10分固定後，
3％過酸化水素水一エタノールを10分反応させて内
因性ペルオキシダーゼを除去し，その後各々ヤギ，
ウサギ正常血清にてブロッキングさせた後，抗
Type　I　collagen抗体（chemicon社），抗Osteocal－
cin抗体（biomedical　technologies社）（1：100）を
4℃で一昼夜反応させた．次に，各々ビオチン結合性
抗ウサギ，ヤギIg－G抗体を15分，ストレプトアビ
ジン結合性ペルオキシダーゼを10分反応させ，
DAB基質を5分反応させて発色後，メチルグリー
ンを1分反応させ核染色し，光学顕微鏡にて観察し
た．そして，各々の抗原の染色性や局在等に関して
非刺激群と刺激群間で比較，検討した．（図1）
　②透過型電子顕微鏡による観察
　1週培養後の骨芽細胞をPre－embedding　method
にて免疫電顕法を行った．方法は，直径3．5cmのプ
ラスチックシャーレに1cm2あたり1．8×104の密
度にて細胞を播種し，36時間培養後より電磁場刺激
を開始し，1週間後に2％パラホルムアルデヒド，1％
グルタールアルデヒドにて10分前固定後，前記の免
疫染色法（ABC　method）にて染色し，0．1M
Cacodynate　bufferで60分×2回洗浄，1．0％OsO4
で60分×2回後固定，脱水，包埋，超薄切片作成，
透過型電子顕微鏡にて観察して，各々の抗原の染色
性や局在等に関して刺激群と非刺激群間で比較，検
討した．（図2）
　4）Type　1　collagen，　Osteocalcin産生能の測定
　Microtitre　plateに1wellあたり5×103の密度
で細胞を播種して，36時間培養後より電磁場刺激を
開始し，1週ごとに5週目まで非刺激群と刺激群に
対してType　I　collagen，　Osteocalcin産生能の測定
をELISA法にて施行した8）9）．測定は，　plateに付着
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　　　　　図2　電子顕微鏡による観察方法
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した細胞を5％酢酸一エタノールにて30分固定後，
2％過酸化水素水一エタノールを20分反応させて内
因性ペルオキシダーゼ除去し，その後各々ヤギ，ウ
サギ正常血清にてブロッキングさせた後，抗Type　I
collagen抗体（chemicon社），抗Osteocalcin抗体
（biomedical　technologies社）（1：500）を60分反応
させた．次に，各々ビオチン結合性抗ウサギ，ヤギ
Ig－G抗体，ストレプトアビジン結合性ペルオキシダ
ーゼと各30分反応させ，発色にはABTS基質を30
分反応させて，405nmにて吸光度測定を行った．非
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　　　a）非刺激群　　　　　　　　　　　　　　b）刺激群（1．OGauss，10Hz，25μsec）
図4電磁場刺激14日後のType　I　collagen免疫染色像（×100）
　　両群ともに細胞質から細胞外基質にかけて広範に粗な穎粒状の染色性を認めた．
奏難・．
　　　a）非刺激群　　　　　　　　　　　　　　b）刺激群（1．OGauss，10Hz，25μsec）
図5電磁場刺激14日後のOsteocalcin免疫染色像（×100）
　　両群ともに細胞質から細胞外基質にかけて広範に粗な穎粒状の染色性を認めた．
刺激群と刺激群の吸光度比を求め，電磁場刺激が骨
芽細胞のType　I　collagen，　Osteocalcin産生能に与
える影響について検討した．（図3）
実験結果
　1）骨芽細胞より産生されるType　I　collagen，
　　Osteocalcin，基質小理髪，細胞外基質の観察
　①免疫染色による観察
　Type　I　collagenは，培養1，2，3，4，5週のいず
れの週でも細胞質から細胞外基質にかけて広範に，
粗な穎粒状の染色性を認めたが，その染色性は非刺
激群と刺激群問に明らかな差を認めなかった．（図
4）
　Osteocalcinは，培養1，2，3，4，5週のいずれの
週でも細胞質から細胞外基質にかけてほぼ均一な染
色性を認めたが，その染色性は，非刺激群と刺激幽
間に明らかな差を認めなかった．（図5）
　②透過型電子顕微鏡による観察
　骨芽細胞は非刺激群，刺激群ともに細胞が楕円形
で，細胞膜は非刺激群では比較的円滑であるのに対
し，刺激群ではmicro　villiが目立っていた．また両
群とも細胞外には基質小胞を認めたが，刺激群では
非刺激群に比して増加していた．（図6）
　Type　I　collagenは，細胞膜と粗面小胞体に反応
し，刺激群では非刺激群に比しやや強い染色性を認
めた．（図7）
　Osteocalcinは，細胞膜と粗面小胞体に反応し，そ
染色性は非刺激群と刺激群間に明らかな差を認め
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　　　　　　　　　a）非刺激群
図6　電磁場刺激7日後の透過型電子顕微鏡像
　　　刺激群の細胞膜にはmicro　villiが目立っていた．
　　の数は非刺激群に比して刺激群では増加していた．
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図7電磁場刺激7日後のType　I　collagen免疫電顕による透過型電子顕微鏡像
　　　細胞膜と粗面小胞体に反応したが，非刺激群に比して刺激群では，やや強い染色性を認めた．
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　　　　　a）非刺激群　　　　　　　　　　　　　　　　　b）刺激群（1．OGauss，10Hz，25μsec）
図8電磁場刺激7日後のOsteocalcin免疫電顕による透過型電子顕微鏡像
　　　細胞膜と粗面小胞体に反応したが，その染色性は両群間に明らかな差を認めなかった．
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　　　　　　　　　　　　　b）Osteocalcin産生能
図9電磁場刺激がMC3T3－E1のType　I　cQllagen，　osteocalcin産生能に及ぼす影響
なかった．（図8）
　2）骨芽細胞のType　1　collagen，　Osteocalcin産
　　生能の変化
　①Type　1　collagen産生能の変化
　刺激群は，非刺激群に比して，いずれの週におい
ても増加しており，特に培養1，5週目では非刺激群
に対する刺激群の吸光度比は各々1．164，1．281と，
統計学的には1％の危険率で有意に高値を示した．
また，3週目においても同吸光度比は1．246で，5％
の危険率ではあるが有意に高値を示した．培養2，4
週目では有意差を認めなかった（図9・a）．
　②Osteocalcin産生能の変化
　刺激群は，非刺激群に比していずれの週において
も低下しており，特に培養3週目では非刺激：群に対
する刺激群の吸光度比は0．473と，統計学的には
1％の危険率で有意に低値を示した．また，2週目に
おいても同吸光度比は0．614で，5％の危険率ではあ
るが有意に低値を示した．培養1，4，5週目では有
（6）
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意差を認めなかった（図9・b）．
考 察
東京医科大学雑誌
　骨に対する電気刺激方法には，①直流刺激②交流
刺激③容量刺激④誘導刺激等の方法があるが，③④
は，対象とする骨組織の外部に電磁場刺激装置を装
着し，それによって骨組織の内部に誘導電流を発生
させる方法である．臨床的には装置の体内埋め込み
等を必要とせず，容易かっ簡便に使用できる方法で
あり，その有効性，作用機序を証明する事は極めて
有意義な事であると考える．特に④に属するパルス
電磁場刺激は，1974年にBassettら12）が臨床応用に
関する報告をして以来，難治性骨折の治療に効果を
あげてきている13）一”15）．当教室では，パルス電磁場刺
激に関して一連の研究を行い，同刺激が骨芽細胞に
与える影響を以下の如く検討してきた8）9）．
　（1）　電磁場刺激が骨芽細胞のDNA合成能に与
　　える影響
　骨芽細胞のDNA合成能は，電磁場刺激の磁場強
度，周波数，パルス幅各々の条件により変化し，そ
れを促進する至適条件（1．O　Gauss，10Hz，25μsec）
が存在した．
　（2）電磁場刺激が骨芽細胞のALP活性に与え
　　る影響
　長期培養において骨芽細胞のALP活性は，至適
条件下で電磁場刺激を与えた群では非刺激群に比し
てより早期に上昇し，そしてピーク後はより早期に
低下傾向を示し，電磁場刺激は細胞の分化過程を早
めている事が示唆された．
　（3）　電磁場刺激が骨芽細胞のTGF・β産生能に
　　与える影響
　長期培養において骨芽細胞のTGF一β産生能は，
培養日数とともに増加していくが，Confluent後14
日までは，非刺激群に比し刺激群では有意にTGF一β
産生能の増加を認めた．Confluent後22日以降は，
両群ともにプラトー状態となり，両半間に有意な差
は認められなかった．
　（4）TGF・β，電磁場刺激が骨芽細胞のDNA合
　　成能及び細胞内遊離カルシウムイオン動態に与
　　える影響
　電磁場刺激にTGF一βを添加する事により，DNA
合成能はTGF一βの濃度依存的に増加が認められ
た．
　細胞内遊離カルシウムイオン濃度は，TGF一β添加
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により増量した．また，至適条件下で電磁場刺激を
与えた群では非刺激群に比して細胞内遊離カルシウ
ムイオン濃度は増量した．
　以上の事より，電磁場刺激は至適条件下で骨芽細
胞の増殖能，分化能を促進させ，特にDNA合成能の
促進にはTGF一βが深く関与しており，電磁場刺激
を与えることによりTGF一β産生能が促進し，同
TGF一βの刺激によって細胞内へのカルシウムイオ
ンの流入が増加し，その結果DNA合成能の促進に
つながると推察された16）17）．
　電磁場刺激の骨形成促進機序の一つとして，上記
の如く，細胞への直接作用として骨芽細胞の増殖能，
分化能の促進が考えられるが，他にも細胞への間接
作用として，酸素分圧，pHの変化18），局所の血流・
温度変化19），コラーゲンの機能的配列20）等，周囲環
境の変化や化学的変化21）等が複雑に影響し合って
いると考えられる．本研究においては特に，Type　I
collagen，　Osteocalcin，基質小胞に及ぼす影響につ
いて検討し，電磁場刺激による骨形成促進機序を考
察した．
　【電磁場刺激がType　I　collagenに与える影響】
　Type　I　collagenは骨芽細胞により産生され，細胞
外基質の構成成分の90～96％を占める．そして，こ
のType　I　collagenは約1／4ずつずれて会合するこ
とで，細胞外基質の支柱となる線維構造を形成し，
他の蛋白質と作用して複合体を作る．この様にして
出来た有機基質内に，微少なアパタイト結晶が析出，
蓄積され，石灰化の過程が進行する22）．本研究では，
電磁場刺激により骨芽細胞のType　I　collagen産生
能は促進され，その効果は，特に培養1，5週目で著
明であった．培養1週目は，骨芽細胞による未石灰
化細胞外基質の形成期で，培養5週目は，その様に
して出来た有機基質内へのアパタイト結晶の沈着期
であり23），両時期ともに骨形成過程には非常に重要
である．特にその時期のType　I　collagen産生能を
促進した事は，細胞外基質の形成と骨塩沈着を促し，
骨形成促進に寄与するものと推察した．
　【電磁場刺激がOsteocalcinに与える影響】
　Osteocalcinは，骨芽細胞により産生され，骨の非
コラーゲン性蛋白質の15～20％を占め，49～50個の
アミノ酸からなる分子量約6000の蛋白質である．そ
の機能に関しては未だに不明な点が多いが，カルシ
ウムとリン酸の過飽和溶液からのハイドロキシアパ
タイトの結晶化に対する強い阻害作用24），ハイドロ
（7）
1997年7月 曽我：変動電磁場刺激が骨芽細胞の細胞外基質に及ぼす影響 一　507　一
DNA合成能↑↑
股献
　的報
Osteoblast
［　ca2’）i　tt
電
磁
場
刺
激
Pudding
①酸素分圧・pHの変化
②局所の血流・温度変化
③コラーゲンの機能的配列
④化学的変化など
①TGF一β産生能↑↑
②その他の細胞成長因子など
①Type　I　c。llagen産生能↑↑
②Osteocalcin産生能↓↓◎　基質小胞の分泌↑↑
！
コラーゲン線維上の骨塩沈着促進　石灰化の開始を刺激
骨形成促進
図10　電磁場刺激による骨形成促進機序
キシアパタイトの結晶化遅延作用25），第ニリン酸カ
ルシウム［CaHPO4・2H20］からハイドロキシアパ
タイトへの結晶の交換の阻害作用26），ハイドロキシ
アパタイトの結晶成長面に結合して石灰化を制御す
る作用27）等が報告されている．この様に，近年の報
告例の多くは，Osteocalcinにはハイドロキシアパ
タイトの結晶表面に吸着し，過剰な石灰化を抑制す
る作用があるとしている．本研究では，電磁場刺激
により骨芽細胞のOsteocalcin産生能は抑制され，
その効果は特に培養3週目で著明であった．この時
期は，骨芽細胞が産生したType　I　collagen分子に
架橋結合が導入され，石灰化基質としての機能を発
現する頃で23），電磁場刺激が特にその時期の
Osteocalcin産生能を抑制した事は，ハイドロキシ
アパタイトのType　I　collagen線維上への沈着を促
し，骨形成促進に寄与するものと推察した．
　【電磁場刺激が基質小胞に与える影響】
　基質小胞は細胞由来の単位膜（幅7．5～10nm）で
囲まれた直径30～300㎜位の多様な構造力・らな
り，細胞外に分泌されてアパタイト結晶の成長を促
し，石灰化のinitiatorとしての役割を果すと考えら
れている28）．本研究において，基質小胞の分泌が電磁
場刺激により促進された事は，電磁場刺激が石灰化
の開始を刺激し，その結果骨形成促進につながると
考えられた．
　【電磁場刺激による骨形成促進機序】
　図10に示す如く，電磁場刺激は骨芽細胞のTGF一
β産生能を促進し，同TGF一βがオートタリンに細
胞内遊離カルシウムイオン濃度を増量させ，その結
果細胞増殖能（DNA合成能）の促進につながると推
察した16）17）．更にTGF一βは，骨芽細胞のType　I
collagen産生能を促進，　Osteocalcin産生能を抑制
すると言われており，電磁場刺激がTGF・fi産生能
を促進し，その結果細胞外基質のType　I　collagen
が増加して有機基質を形成し，ハイドロキシアパタ
イト結晶が析出，蓄積され，石灰化の過程が促進さ
れる．また，石灰化を制御するとされるOsteocalcin
産生能を抑制したことは逆に言えば，石灰化促進に
寄与するものと考えられた29）．また，石灰化のinitia－
torとしての役割を果たすと考えられている基質小
胞の細胞外への分泌は電磁場刺激により促進され，
その結果石灰化の開始を刺激し，石灰化促進に深く
関与しているものと思われた．（図10）
　これらの一連の機構は，電磁場刺激による骨形成
促進機序の一端を担っており，更に前述した他の間
接的作用等が複雑に影響し合って，より効果を高め
ていると考えられた．
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結 語
　電磁場刺激が細胞外基質蛋白であるType　I
collagen，　Osteocalcin及び基質小胞の細胞外への分
泌に与える影響を中心に検討し，同刺激の作用機序
に関し考察を行った．
　1．免疫染色では，Type　I　collagen，　Osteocalcin
共に非刺激群，電磁場刺激群間に，その染色性に明
らかな差を認めなかった．
　2．免疫電顕では，形態的には刺激群では細胞膜
のmicro　villi及び細胞外の基質小胞が増加してい
た．また，Type　1　collagen，　Osteocalcin共に粗面
小胞体及び細胞膜が反応し，Type　I　collagenは刺激
群では非刺激群に比し，やや強い染色性を認めた．
Osteocalcinは両区間の染色性に明らかな差を認め
なかった．
　3．電磁場刺激により骨芽細胞の，Type　I
collagen産生能は促進，　Osteocalcin産生能は抑制
された．
　4．電磁場刺激は，TGF一βを介して細胞増殖能，
Type　I　collagen線維に沿った骨湯沈着を促進し，ま
た基質小胞の細胞外への分泌を促し，石灰化の開始
を刺激する．この一連の過程は，電磁場刺激による
骨形成促進機序の一端を担っているものと思われ
た．
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The　Effects　of　Pulsing　Electromagnetic　Field　Stimulation　on　the
　　　　　　　　　Extracellular　Matrix　of　Osteoblast－like　Cells
Makoto　SOGA
Department　of　Orthopaedic　Surgery，　Tokyo　Medical　College
　　Pulsing　electromagnetic　field　stimulation　is　effective　for　the　treatment　of　refractory　fractures　such　as
non－union　and　delayed　union　and　is　used　widely　in　clinical　practice．　However，　much　remains　unknown
about　the　mechanism　of　its　action．　We　previously　studied　the　effect　of　electromagnetic　field　stimulation
on　osteoblast－like　cells　（MC3T3－E　l）　with　regard　to　the　proliferation　and　differentiation　of　cells，　TGF－tP
productivity　and　changes　of　intracellular　Ca＋＋．　ln　this　study，　we　evaluated　its　influence　on　the　extracel－
lular　matrix　and　discussed　the　mechanism　of　the　electromagnetic　field　stimulation　by　which　ossificaiton
is　accelerated．　With　electromagnetic　field　stimulation，　acceleration　of　type　1　collagen　productivity　of
osteoblast，　suppression　of　osteocalcin　productivity　and　an　increase　in　secretion　of　extracellular　matrix
vesicles　were　observed．　These　may　lead　to　acceleration　of　bone　mineral　deposition　along　type　1　collagen
fiber，　and　to　stimulation　of　calcification，　which，　coupled　with　an　increase　in　cell　proliferation　via　TGF－6，
is　accountable　for　acceleration　of　ossification　by　electromagnetic　field　stimulation．
〈Key　words＞　Pulsing　Electromagnetic　Field　Stimulation，　Osteoblast－like　Cells，　Extracellular　matrix．
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変動電磁場刺激が骨芽細胞様細胞株
（MC3T3－E1）の細胞外基質に及ぼす影響
曽 我 真
　東京医科大学整形外科
（指導：三浦幸雄主任教授）
503頁正：図5電磁場刺激14日後のOsteocalcin免疫染色像（×100）
両群ともに細胞質から細胞外基質にかけて広範にほぼ均一な染色性を認めた．
誤：図5 電磁場刺激14日後のOsteocalcin免疫染色像（×100）
両群ともに細胞質から細胞外基質にかけて広範に粗な穎粒状の染色性を認めた．
（3）
